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1 亚 急性 瘤 骨 酸 中 毒 奶 山羊 瘤 骨 上 皮 形 态 结构 和 通 透 性 的 变化 
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5 高 科 牧 业 有 限 公 司 ， 呼 和 浩特 010018) 


6 Ñ 要 : 本 试验 旨 在 研究 亚 急性 瘤 骨 酸 中 毒 (SARA) 对 瘤 骨 上 皮 形 态 结构 和 通 透 性 的 影响 。 


7 ”选用 体 况 良好 、 体 重 相近 的 泌乳 期 萨 能 奶 山 羊 9 只 ， 随 机 分 为 3 组 〈 对 照 组 、SARA 组 、 恢 


8 22H, n=3), 对 照 组 饲 喂 基 础 饲 粮 [ 非 纤 维 性 碳水 化 合 物 与 中 性 洗涤 纤维 比 (NFCVUNDPF)=1.40]， 


9 ”SARA 组 和 恢复 组 先后 饲 呢 NFC/NDF 为 1.40、1.79、2.31、3.23 的 4 种 试验 饲 粮 诱导 SARA 


10 RÆ, BERRI 15 d， 恢 复 组 奶 山羊 待 SARA 诱导 成 功 后 自由 采 食 青 干草 30 d。 对 照 组 奶 


11 ”山羊 分 别 在 饲养 30、60 (与 SARA 组 3 只 同时 ) 和 90d (与 恢复 组 3 只 同时 ) 各 屠宰 1 只。 


12 ”采集 瘤胃 腹 吉 部 上 皮 组 织 用 于 石蜡 切片 、 透 射电 子 显微镜 观察 及 尤 斯 灌流 系统 (Ussing 


Sis 13 chamber) 研究 。 结 果 表 明 : 1) 组 织 切片 结果 显示 ， 瘤 肯 上 皮 角 质 层 厚度 SARA 组 显著 高 


T 


14 “于 对 照 组 和 恢复 组 (P<0.05)， 人 恢复 组 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05);: 颗粒 层 厚度 对 照 组 显著 


15 ”高 于 SARA 组 和 恢复 组 C(P<0.05)， 但 SARA 组 和 恢复 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05); FRE 


16 ， 层 厚度 3 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05); 上 皮 总 厚度 恢复 组 显著 低 于 对 照 组 和 SARA 组 (P 


17 <0.05), 但 对 照 组 与 SARA 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05)。 透 射电 子 显微镜 结果 显示 , SARA 
18 ”组 瘤胃 上 皮 紧 密 连 接 被 破坏 ， 细 胞 间隙 增 大 ， 环 状 层 细胞 线粒体 出 现 降解 并 出 现 空 泡 。2) 
Q 19 ”与 对 照 组 相 比 ，SARA 组 和 恢复 组 瘤胃 上 皮 短 路 电流 (Isc)、 组 织 导 电 性 (Gt) 和 辣 根 过 氧化 物 


20 M (HRP) 流速 显著 升 高 (P=0.05)， 跨 膜 电 位 差 (PD) 显著 降低 《P=0.05)。 综 合 得 出 ， 


21 SARA 破坏 了 奶 山羊 瘤 骨 上 皮 形 态 结构 的 完整 性 ， 使 瘤胃 上 皮 通 透 性 增加 ， 导 致 瘤胃 上 皮 屏 


22 ” 障 功 能 长 期 受 损 。 


23 ”关键 词 : 亚 急性 瘤 骨 酸 中 毒 ， 瘤 骨 上 皮 ， 形态 结构 ， 超 微 结构 ， 通 透 性 
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近年 来 ， 随 着 集约 化 养殖 规模 的 扩大 ， 为 了 实现 生产 效率 的 最 大 化 ， 高 能 量 饲 粮 的 饲 喂 
模式 已 成 为 现代 反刍 动物 集约 化 生产 的 显著 特征 。 亚 急性 瘤胃 酸 中 毒 (subacute ruminal 


acidosis, SARA) 正 是 这 种 高 能 量 饲 喂 模式 下 产生 的 一 种 很 常见 的 营养 代谢 性 疾病 ， 共 有 和 群 


发 性 ， 对 动物 健康 和 养殖 效益 影响 严重 。 目 前 已 有 许多 研究 表明 ， 当 反刍 动物 发 生 SARA 
时 ,， 瘤 骨 内 环境 发 生 紊乱 ， 发 酵 异 常 ， 微 生物 苦 群 结构 改变 、 异 党 代谢 产物 如 脂 多 糖 (LPS) 


和 组 胺 累积 ， 加 之 瘤 骨 长 期 处 于 低 pH 环境 ， 会 引起 瘤胃 碾 膜 损伤 ， 瘤 胃 屏 障 功 能 降低 ， 导 
致 一 些 异 常 代谢 产物 和 病原 微生物 通过 破损 的 瘤胃 妖 膜 移 位 进入 血液 , 进一步 加 


Urli 
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ERPE] 
起 的 瘤胃 上 皮 损 伤 中 3。 瘤胃 对 反 急 动物 至 关 重 要 ， 其 上 皮 结 构 和 功能 的 完整 性 是 瘤胃 执行 


消化 吸收 、 屏 障 等 功能 的 基本 保障 ， 对 维护 动物 健康 和 高 效 生 产 意 义 重 大 。 瘤 胃 黏 膜 上 皮 通 


透 性 通常 是 指 狐 膜 上 皮 比 较 容 易 被 一 些 物质 分 子 以 简单 扩散 的 方式 通过 的 特性 , 这 一 特性 的 


改变 可 以 反映 瘤胃 黏膜 上 皮 的 损伤 程度 , 是 检测 瘤胃 黏膜 上 皮 屏 障 功 能 受 损 程 度 的 一 项 重要 


指标 ， 若 黏膜 上 皮 通 透 性 增加 则 说 明 黏 膜 完整 性 被 破坏 ， 其 屏障 功能 受 损 和 册 。 近 年 来 的 研究 


表明 ，SARA 可 损害 瘤 骨 黏 膜 结构 ， 使 瘤胃 壁 务 膜 出 现 不 同 程度 的 脱落 ， 显 著 降 低 了 瘤胃 上 


皮 基 底层 、 为 突 层 、 颗 粒 层 和 瘤 骨 上 皮 的 总 厚度 ， 使 上 皮 细 胞 间 紧 密 连 接 结构 变 得 疏 驰 ， 削 


弱 了 瘤 骨 上 皮 的 屏障 功能 ， 引 起 其 通 透 性 增加 58。 近 期 本 课题 组 的 研究 也 发 现 ，SARA 影 


啊 了 瘤胃 黏膜 上 皮 的 完整 性 ， 使 瘤 骨 上 皮 角 质 层 出 现 明 显 脱落 和 损伤 ， 瘤 胃 上 皮 乳 头 长 度 、 


宽度 及 角质 层 厚 度 丝 显著 降低 ， 同 时 SARA 使 瘤 骨 黏膜 上 皮 细 胞 增殖 细胞 核 抗原 (PCNA) 


表达 下 调 ， 显 著 减 弱 了 瘤胃 上 上皮 细胞 的 增殖 活性 ， 而 瘤 骨 上 皮 细 胞 出 现 过 度 凋 亡 ， 破 坏 了 上 
皮 
高 精 料 饲 粮 可 引起 瘤胃 上 皮 细 胞 之 间 的 细胞 间隙 增 大 , 破坏 紧密 连接 , 削弱 瘤胃 上 皮 的 屏障 


ANS 


胞 增殖 与 调 亡 间 的 动态 平衡 ， 导 致 瘤 骨 上 皮 屏 障 功能 受 损 外 。 另 有 研究 表明 ， 饲 喂奶 牛 


功能 00。 目 前 在 奶牛 馈 、 绵 羊 四 及 山羊 9 的 诸多 研究 表明 : SARA 可 破坏 瘤胃 黏膜 上 皮 的 完 
整 性 ， 其 发 病 机 制 与 瘤 骨 黏 膜 屏障 功能 受 损 ， 通 透 性 增加 密切 相关 ， 但 SARA 严重 程度 不 


E, 对 瘤胃 上 皮 形 态 和 功能 的 影响 程度 也 可 能 有 所 不 同 。 为 此 , 本 研究 以 奶 山羊 为 动物 模型 ， 
以 逐渐 递增 饲 粮 非 纤维 性 碳水 化 合 物 与 中 性 洗涤 纤维 比 “NFC/NDF) 的 方式 来 诱导 奶 山羊 


发 生 SARA， 通 过 观察 瘤 肯 上 皮 组 织 形态 结构 和 通 透 性 的 变化 ， 探 讨 SARA 对 瘤胃 上 皮 屏 


障 功能 的 影响 ， 为 SARA 的 深入 研究 提供 理论 依据 。 


作 期 刊 


ChinaXiv 合 f 
51 ”1 材料 与 方法 
52 Ll 试验 动物 
53 选用 9 只 体 况 良好 ， 体 重 35~40 keg, 年 龄 2 一 3 岁 ， 均 处 于 泌乳 初期 且 安 装 有 瘤胃 瘘管 
54 ”的 经 产 萨 能 奶 山 羊 为 试验 动物 。 试 验 动物 单 乱 饲养 , 每 天 08: 00 和 18: 00 分 2 次 等 量 饲 喂 ， 
55 ”自由 饮水 。 
56 1.2 试验 饲 粮 
57 参照 NRC(1981D)00 奶 山羊 营养 需要 及 金 公 亮 0 推荐 的 《 奶 山 羊 饲养 标准 》 进 行 配制 。 
58 ”以 玉米 、 豆 粕 、 麦 获 、 青 干草 、 首 蒋 为 主要 原料 ， 设 计 NFC/NDF 分 别 为 1.40、1.79、2.31、 
59 ”3.23 的 4 种 试验 饲 粮 ， 精 粗 比分 别 为 51:49、60:40、68:32、79:21。 试 验 饲 粮 组 成 及 营养 水 
60 ” 平 见 表 1。 
61 表 1 试验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 
62 Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (DM basis) % 
饲 粮 NFC/NDF Dietary NFC/NDF 
In A Items 
1.40 1.79 2.31 3.23 
原料 Ingredients 
EVI Alfalfa 30.72 22.00 23.31 16.86 
青 干草 Green hay 18.57 17.63 8.97 4.50 
玉米 Corn 37.88 46.99 57.02 67.37 
豆粕 Soybean meal 1.47 4.25 3.81 5.56 
Æ #k Wheat bran 8.20 5.14 2.44 0.26 
食盐 NaCl 0.46 0.49 0.59 0.70 
石粉 Limestone 0.19 0.49 0.50 0.78 
预 混 料 Premix” 2.51 3.01 3.36 3.97 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels”) 
泌乳 净 能 NEY (MJ/kg) 7.12 7.16 7.30 7.61 
粗 蛋 白质 CP 12.45 12.45 12.44 12.45 
非 纤维 性 碳水 化 合 物 NFC 44.45 48.75 52.76 57.35 
中 性 洗涤 纤维 NDF 31.78 27.21 22.88 17.75 
酸性 洗涤 纤维 ADF 21.33 17.49 14.95 10.92 
钙 Ca 0.54 0.55 0.55 0.57 
BE P 0.32 0.33 0.33 0.34 
SEBEL Ca:P 1.68 1.68 1.68 1.68 
精 粗 比 ~Concentrate:roughage 51:49 60:40 68:32 79:21 


63 


64 


0 每 千克 预 混 料 含有 One kilogram of premix contained the following: FeSO4-7H20 6 240 mg, CuSO4 5H20 


300 mg, MnSO4-5H20 1560 mg, ZnSO4-7H20 3 500 mg, Co2Cl-6H20 206 mg, KI 17 mg, NaSeO; 130 mg, 
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65 VA 1 620 000 IU, VDs 324 000 IU, VE 540 IU, VK3 150 mg, VBi20.9 mg, VBs 450 mg， 泛 酸 钙 calcium 


66 pantothenate 750 mg, "HIR folic acid 15 mg. 


67 > 粗 蛋 白质 、 中 性 洗涤 纤维 、 酸 性 洗涤 纤维 、 钙 、 磷 为 实测 值 ， 其 余 为 计算 值 。 非 纤维 性 碳水 化 合 物 


68 =1- 中 性 洗涤 纤维 - 粗 蛋 白质 - 粗 脂 肪 - 粗 灰分 。 豆 科 植 物 的 泌乳 净 能 =[1.044-(0.011 9X 酸性 洗涤 纤维 )] X 9.29; 


69 禾 本 科 植 物 的 泌乳 净 能 =[1.085- (0.012 4X 酸性 洗涤 纤维 ) 19.29. CP, NDF, ADF, Ca and P were measured 


70 values, while the others were calculated values. NFC = 1-NDF-CP-EE-ash. Leguminous NEz=[1.044-(0.011 
71 9X ADF)]X9.29; grasses NEL=[1.085- (0.012 4X ADF) ]X9.29. 


72 #13 试验 设计 


73 采用 单 因 子 试验 设计 ， 将 试验 动物 随机 分 为 3 组 ， 即 对 照 组 (n=3). SARA 组 (n=3), 
74 ”恢复 组 (nz=3)。 对 照 组 从 试验 开始 至 屠宰 一 直 饲 喂 基 础 饲 粮 (NEFEC/NDF=1.40)，SARA 组 和 


75 ”恢复 组 通过 逐渐 递增 精 料 (NFC/NDF 依次 为 1.40、1.79、2.31、3.23) 的 方式 诱导 奶 山羊 发 


76 Æ SARA, 每 个 NFC/NDF 饲 粮 持 续 饲 咀 15 d, 共 诱 导 60 d, SARA 组 和 恢复 组 奶 山羊 SARA 


77 ”诱导 成 功 后 ，SARA 组 奶 山羊 进行 屠宰 ,恢复 组 奶 山羊 继续 自由 采 食 青 干草 30d, 使 其 逐渐 


78 ”恢复 。 对 照 组 奶 山羊 分 别 在 饲养 30、60 (与 SARA 组 3 只 同时 ) 和 90 d (与 恢复 组 3 RA 


79 I) 各 屠宰 1 只 。 采 用 动态 pH 连续 监测 记录 系统 对 瘤胃 液 pH 进行 24h 连续 监测 ， 以 瘤胃 


80 YK pH 作为 判定 SARA 发 生 的 主要 参数 ， 根 据 Ramanzin $131, Penner 等 四 和 Penner SEN 


81 ”研究 结果 ， 当 瘤胃 液 pH 连续 24 h 内 在 5.5~5.2 持续 时 间 达 3 h 以 上 即 视 为 SARA 模型 成 功 


82 Eo 


83 ë 14 检测 指标 及 方法 


84 1.4.1 瘤胃 上 皮 组 织 的 采集 与 处 理 


85 对 照 组 .SARA 组 和 恢复 组 奶 山 羊 字 杀 前 禁 食 12h, 宰杀 后 立即 取 瘤 骨 腹 部 盲 塞 处 组 织 ， 


86 ”经 无 苗 生 理 盐水 冲洗 干净 后 , 用 吸水 纸 吸 干 组 织 块 表面 水 分 。 取 上 述 组 织 块 2 cmx2 cm 置 于 
87 “4% 多 聚 甲 醛 中 固定 ,用 于 光学 显微镜 的 观察 ; 取 瘤 胃 腹 襄 处 乳头 将 其 切 成 1 mmx] mmxl mm 


88 ”组 织 块 若干 置 于 2.5% 戊 二 醛 中 国定 ， 用 于 透射 电子 显微镜 的 观察 ， 同 时 取 1 cmxl cm 瘤胃 


89 ” 腹 吉 上 皮 组 织 用 缓冲 溶液 冲洗 干净 ， 迅 速 放 入 已 充 混 合 气 体 (95%O，、5%CO,) 的 保温 瓶 中 


90 ”用 于 尤 斯 灌流 系统 (Ussing chamber) 分 析 。 


91 1.4.2 瘤胃 上 皮 组 织 形态 结构 检测 


92 取 瘤 胃 腹 部 盲 守 处 组 织 块 2 cmx2 cm 置 于 4% 多 聚 甲醛 中 至 少 固定 48 h， 按 照常 规 方法 


93 ”制作 石蜡 切片 ， 在 光学 显微镜 观察 下 瘤胃 上 皮 形 态 学 结构 。 取 1 mmx! mmx] mm 组 织 块 置 


94 ”于 2.5% 戊 二 醛 中 国定 24 h， 按 照 透射 电子 显微镜 的 步 又 制 样 ， 在 透射 电子 显微镜 下 观察 瘤 
95 B EREMAN. 


96 143 瘤胃 上 皮 通 透 性 测定 


97 将 采集 的 新 鲜 瘤 胃 腹 吉 上 皮 组 织 剪 取 1 cmxl cm， 于 冰 浴 板 上 迅速 剥离 肌 层 ， 放 于 固定 


98 HE, 插入 到 Ussing 灌流 室 两 半 室 中 央 ， 分 别 接 通电 压 电 极 和 电流 电极 。 在 Ussing chamber 


99 ”系统 中 , 包括 4 组 单个 独立 Ussing 灌流 室 ， 在 每 个 半 室 中 加 入 5S mL 的 缓冲 溶液 〈 已 预 热 )， 


100 “ 通 入 混合 气体 ， 连 接 电脑 后 平衡 大 约 20 min， 待 曲线 平缓 稳定 后 ， 供 测定 短路 电流 


ia . 101 ”(short-circuit,Isc)、 组 织 导电 性 (tissue conductance,GD 和 跨 膜 电位 差 (potential difference, PD ). 


102 


1 线 平 组 稳定 后 向 黏膜 侧 半 室内 加 入 藻 根 过 氧化 物 酶 (horseradish peroxidase，HRP)， 使 其 


103 ”在 半 室 内 浓度 为 2 hmoyL， 每 隔 20 min 在 浆 膜 层 半 室内 取 200 uL 缓冲 液 装 入 已 经 准备 好 的 


-一 104 ”离心 管 中 , 于 -20 人 保存 用 于 测定 HRP E. Ussing chamber 绥 冲 溶液 的 配制 参照 文献 [15]。 


N 105 HRP 浓度 测定 相关 溶液 配制 :1 )KH2PO4-NaHPO;, EII, PK BL KHPO427.2 g 和 NaHPO4 


106 ”28.39 g， 用 1 000 mL 双 菩 水 溶解 ， 终 浓度 为 0.2 mol/L. 2) 四 甲 基 联 茶 胺 TMB ) 溶液 ， 


107 ” 称 量 TMB 0.096 2 g, 用 50 mL 无 水 乙醇 溶解 ,用 水 定 容 至 100 mL, 终 浓 度 为 4mmol/L。3) 


108 H02, 10 pL 30%H20245 7 990 uL 水 充分 混合 ， 终 浓度 为 0.01 mol/L. 


= 109 HRP 浓度 的 测定 : 根据 Klevenhusen 等 中 和 王 彤 等 09 的 2 种 方法 相 结合 , 在 15 mL 离心 


110 管 中 加 入 已 配制 好 的 KH2POs-NaHPOs4 绥 冲 液 2 mL、0.25 mL 的 TMB 溶液 和 0.2 mL HY H202, 


111 100uL 4 HRP 的 样品 ， 再 加 水 定 容 至 5 mL， 使 其 充分 混 匀 ， 在 30 'C 恒 温水 浴 中 反应 1h, 


112 ”再 加 蒸馏 水 定 容 至 10 mL， 使 反应 终止 。 取 200 pL 配制 好 的 溶液 加 入 96 孔 板 中 ， 参 比 为 试 


113 ” 剂 空 白 ， 酶 标 仪 在 380 nm 处 测定 吸光 度 值 CAD ,根据 以 下 回归 曲线 方程 计算 出 HRP 浓度 


114 (Cue): 
115 A=0.009 7Curp (ug/L) -0.001 5 (R=0.997 2). 
116 根据 HRP 浓度 计算 HRP MA SE Bee R Zak BS aE o 


117 1.5 数据 统计 分 析 


118 所 有 数据 经 Excel 整理 后 ， 采 用 SPSS 13.0 统计 软件 进行 单 因素 方差 分 析 (one-way 
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135 


136 


137 


138 


ANONA)， 并 进行 Duncan 氏 法 多 重 比 较 检验 差异 显著 性 ， 结 果 均 以 平均 值 + 标准 差 形 式 表 


IRo 
2 结果 与 分 析 


2.1 瘤胃 液 pH 变化 


由 表 2 可 知 ， 在 诱导 奶 山羊 发 生 SARA 的 过 程 中 随 着 饲 粮 NFC/NDF 的 增加 ， 瘤 胃液 


pH 平均 值 由 6.20 降低 至 5.76， 最 小 值 由 5.87 降低 至 5.50， 最 大 值 由 6.59 降低 至 5.98 (P< 


0.05), 整体 呈 下 降 趋势 , 瘤胃 液 pH 低 于 5.5 和 5.8 的 时 间 由 0 和 0.5 b/d 延长 至 3.83 和 11.33 


hd CP<0.05)， 瘤 胃液 pH IRF 5.5 和 5.8 的 曲线 面积 由 0 和 0.09 增加 至 1.73 和 3.33。 由 以 


上 数据 可 知 SARA 模型 建立 成 功 。 


表 2 


奶 山 羊 在 诱导 SARA 的 过 程 中 瘤 骨 液 pH 的 变化 


Table 2 Changes of rumen fluid pH in dairy goats during SARA induction 


Ii A Items 


JA A W pH Rumen fluid pH 
平均 值 Mean 

最 小 值 Minimum 

最 大 值 Maximum 

持续 时 间 Duration time/ (b/d) 
<5.8 

<5.5 


线 面 积 Cure area 
<5.8 
<5.5 


饲 粮 NFC/NDF Dietary NFC/NDF 


1.40 1.79 2.31 3.23 
6.20+0.18* 6.05+0.17° 5.88+0.16° 5.76+0.16° 
5.8740.17* 5.73+0.12° 5.61+40.22° 5.50+0.20° 
6.59+0.13* 6.32+0.05° 6.09+0.08° 5.98+0.11° 
0.50+0.274 2.3340.36° 5.67+0.81° 11.3340.45* 

o° o° 0.33+0.56° 3.83+0.45° 
0.09+0.02° 0.48+0.28° 2.44+0.53° 3.33+0.40* 
o° o° 0.11+0.01° 1.73+0.23° 


同行 数据 肩 标 相 同 或 无 小 写字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<<0.05)。 


In the same row, values with the same or no small letter superscripts mean no significant difference (P > 


0.05) , while with different small letter superscripts mean significant difference (P < 0.05). 


2.2 SARA 对 瘤胃 上 皮 组 织 


区 态 的 影响 


2.2.1 SARA 对 瘤 骨 上 皮 形 态 学 的 影响 


由 表 3 和 图 1 可 知 , 瘤胃 上 皮 总 厚度 对 照 组 高 于 SARA 组 (P>0.05)， 对 照 组 和 SARA 


kn 
Ni 


ASS 
LIU 


高 于 恢复 组 CP<0.05). JRA ERR IEE 3 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05), XE 


最 高 ， 恢 复 组 最 低 。 瘤 骨 上 皮 颗 粒 层 厚度 对 照 组 显著 高 于 SARA 组 和 恢复 组 CP<0.05), 


恢复 组 高 于 SARA 组 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)。 瘤 骨 上 皮 角 质 层 厚 度 SARA 组 显著 高 于 
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139 ”对 照 组 和 恢复 组 (P<0.05)， 对 照 组 显著 高 于 恢复 组 (P<0.05)。 

140 #3 SARA 对 奶 山羊 瘤胃 上 皮 各 层 厚 度 的 影响 

141 Table3 Effects of SARA on thickness of different stratums of rumen epithelium in dairy goats hm 
项 目 对 照 组 SARA 组 恢复 组 
Items Control group SARA group Recovery group 
上 皮 总 厚度 Total thickness of epithelium 142.5745.77* 134.74+4.87° 115.60+3.59 
WR JAJE Spinosum stratum thickness 92.13+4.93 82.10+3.76 81.2043.14 
颗粒 层 厚 度 Granulosum stratum thickness 32.33+1.34# 18.7140.67° 21.35+40.74° 
角质 层 厚度 Stratum corneum thickness 18.1245.77° 33.9441.65° 13.05+0.53° 

142 司 行 数据 肩 标 相同 或 无 小 写字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.05), AAV) FRR AN EE (P<0.05). 

143 下 表 同 。 

144 In the same row, values with the same or no small letter superscripts mean no significant difference (P > 

145 0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P < 0.05). The same as below. 

XRH (4x10) 
- i i EN N™ L ne ai 

146 对 照 组 (1010) SARAH (1010) REA (10X10) 

147 图 1 SARA 对 奶 山羊 瘤胃 上 皮 乳 头 形态 学 的 影响 

148 Fig.1 Effects of SARA on nipple morphology of rumen epithelium in dairy goats 

149 2.2.2 SARA 对 瘤胃 上 皮 超 微 结构 的 影响 

150 对 照 组 的 瘤 骨 上 皮 细 胞 的 细胞 器 正常 (图 2-A、 图 2-B)， 完 整 的 紧密 连接 结构 数量 较 多 

151 (图 2-C)。SARA 组 的 瘤胃 上 皮 细 胞 的 界限 模糊 ， 殖 突 层 细胞 线粒体 出 现 降 解 ( 图 2-D )， 

152 ”并 出 现 空 泡 (图 2-E)， 紧 密 连接 结构 被 破坏 ， 结 构 松 散 并 出 现 降 解 〈 图 2-F)。 人 恢复 组 的 瘤 

153 ” 胃 上 皮 部 分 区 域 紧密 连接 结构 数量 较 SARA 组 和 对 照 组 多 (图 2-G、 图 2-1), 但 是 仍 有 损伤 

154 ” 较 严 重 的 部 位 没有 恢复 (图 2-H)， 且 细胞 间 有 空洞 出 现 。 
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图 2 SARA 对 奶 山羊 瘤胃 上 皮 超 微 结构 的 影响 


Fig.2 Effects of SARA on ultrastructure of rumen epithelium in dairy goats 
2.3 SARA 对 瘤胃 上 皮 通 透 性 的 影响 


由 表 4 可知， 瘤胃 上 皮 Isc 和 Gt SARA 组 显著 高 于 对 照 组 (P< 0.05) , 略 高 于 恢复 组 ， 


但 差异 不 显著 (P> 0.05); PD SARA 组 显著 低 于 对 照 组 (P< 0.05) ,也 低 于 恢复 组 ， 但 差异 


不 显著 (已 > 0.05)。 与 对 照 组 相 比 ，SARA 组 和 恢复 组 的 瘤胃 上 皮 Isc 分 别提 高 了 157% Fil 


128%, Gt 分 别提 高 了 24% 和 20%, PD 分 别 降低 了 53% AF 38%; 与 恢复 组 相 比 ，SARA 组 


的 瘤胃 上 皮 Isc 和 Gt 分 别提 高 了 13% 和 3%, PD 则 降低 了 25%。 结 果 提 示 ，SARA 对 瘤胃 


上 皮 电 生理 参数 产生 了 显著 影响 ， 使 瘤胃 上 皮 通 透 性 增 大 ， 且 恢复 组 仍 保持 较 高 的 通 透 性 。 


表 4 SARA 对 奶 山羊 瘤胃 上 皮 电 生理 指标 的 影响 


Table 4 Effects of SARA on electric-physiological properties of rumen epithelium in dairy goats 


项 目 对 照 组 SARA 组 恢复 组 
Items Control group SARA group Recovery group 
短路 电流 Isc 0.47+0.03° 1.21+0.48" 1.070.208 
组 织 导电 性 Gt 2.84+0.24° 3.51+1.18? 3.40+0.8 1 
跨 膜 电位 差 PD 1.37+0.48? 0.64+0.15° 0.85+0.04> 


由 图 3 可 知 ， 瘤 骨 上 皮 ARP 流速 对 照 组 显著 低 于 SARA 组 和 恢复 组 (P< 0.05), WKE 


组 低 于 SARA 组 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)。 与 对 照 组 相 比 ，HRP 流速 SARA 组 和 恢复 组 分 


别提 高 了 73% 和 68%。 
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170 5 
171 图 3 SARA 对 奶 山羊 瘤 骨 上 皮 HRP 流速 的 影响 
172 Fig.3 Effects of SARA on HRP flux rate of rumen epithelium in dairy goats 


173 3 wt 论 


174 3.1 SARA 对 瘤胃 上 皮 形 态 结构 的 影响 


175 Fa B LB a BRIA ot A. BUA. WE REE 4 层 细 胞 层 。 因 此 ， 
176 与 肠 单 层 上 皮 相 比 , Aa eS a NS I REAR oe I, 而且 完 
177. EAE EB AS Sat ce ee Ee EB Re AE Je LB PW Ja A J 
178 ”细胞 等 形成 的 屏障 能 够 将 瘤胃 内 的 有 害 物质 隔离 出 来 避免 对 机 体 的 伤害 。 瘤 骨 上 皮 的 完整 性 
179 “受到 多 种 因素 影响 ， 饲 粮 精 粗 比 是 主要 因素 之 一 ， 精 粗 比 太 高 会 导致 乳头 角质 化 不 全 ， 形 态 
180 ”异常 078。 本 试验 结果 发 现 ，SARA 引起 瘤 骨 上 皮 形 态 的 显著 性 变化 ， 表 现 为 SARA 降低 
181 ”了 瘤 角 上 皮 总 厚度 和 球 突 层 厚 度 ， 显著 降低 了 颗粒 层 厚 度 , 但 使 角质 层 厚度 显著 增加 。 这 与 
182 Steele 等 器 高 谷物 饲 粮 显 著 降 低 了 瘤胃 上 皮 总 厚度 、 颗 粒 层 厚度 和 环 突 层 厚 度 的 试验 结果 相 
183 一致。 但 娜 宇航 等 四 研究 表明 ， 瘤 胃 上 皮 角 质 层 厚度 恢复 组 显著 高 于 SARA H, 但 显著 低 于 
184 WRH, 与 本 试验 结果 不 相符 ， 产 生 差 异 的 原因 可 能 在 于 取样 部 位 不 同 以 及 SARA 严重 程 


185 ENA, 邬 宇 航 等 中 研究 中 瘤胃 液 pH 在 5.5~5.2 每 日 持续 时 间 长 达 7.58 h 以 上 ， 而 本 试验 瘤 


186 ”胃液 pH 在 5.5~5.2 波动 时 间 仅 3.83 h, pH 在 5.5~5.2 持续 时 间 不 同 , SARA 严重 程度 也 不 同 。 
187 ”但 孵 宇航 等 外 和 本 试验 结果 均 发 现 ， 瘤 胃 上 皮 和 角质 层 厚 度 恢复 组 显著 低 于 对 照 组 ， 这 表明 
188 SARA 对 瘤胃 上 皮 的 形态 产生 了 长 期 影响 作用 。 同 时 本 试验 超 微 结构 结果 显示 ，SARA 组 瘤 
189 ，” 骨 上 皮 紧 密 连 接 结构 被 破坏 ， 细 胞 间隙 增 大 ， 线 粒 体 出 现 降 解 ， 棘 突 层 出 现 气 泡 ， 上 皮 细 胞 
190 ”界限 模糊 , 而 且 恢 复 组 损伤 较为 严重 的 部 位 并 未 完全 恢复 。 以 上 结果 提示 ，SARA 破坏 了 瘤 
191 EAB ASSAY, 削弱 了 瘤 骨 上 皮 的 屏障 功能 , 且 对 瘤胃 上 皮 形 态 结构 的 影响 具有 长 期 性 。 


192 3.2 SARA 对 瘤胃 上 皮 通 透 性 的 影响 


193 瘤 骨 上 皮 通 透 性 增高 是 反映 早期 瘤胃 上 皮 屏 障 损伤 的 重要 标志 。 研 究 Ussing chamber 
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194 ”系统 中 的 电 生理 指标 可 反映 瘤胃 上 皮 组 织 的 通 透 性 , Isc 主要 反映 离子 通过 上 皮 的 转运 能 力 ， 


195 Gt 反映 上 皮 细 胞 对 离子 的 通 透 性 ，PD 主要 说 明 瘤 角 上 皮 组 织 的 活性 ， 这 些 电 生理 指标 体现 


196 了 上 皮 组 织 的 屏障 通 透 性 L199。 在 Ussing chamber 技术 中 利用 同位 素 标记 或 大 分 子 标记 物 通 


197 “过 骨 肠 道上 皮 的 比例 来 检测 其 上 皮 通 透 性 已 成 为 比较 常用 且 非 常 重 要 的 手段 名， 和 常用 的 标 


198 WHU ARP. i APR IER (fluorescein isothiocyanate, FITC), 3H- H F017, bi Ussing 


199 chamber 技术 的 不 断 应 用 和 改良 ， 这 一 技术 已 成 为 目前 骨 肠 道 屏 障 功 能 研究 的 金 标准 。 
200 骨 肠 道上 皮 通 透 性 通常 是 指 务 膜 上 皮 比 较 容 易 被 一 些 物 质 分 子 以 简单 扩散 的 方式 通 ; 
201 ”的 特性 ， 这 一 特性 的 改变 能 够 反映 上 皮 的 损伤 程度 ， 是 检测 胃 肠 道 屏障 受 损 的 重要 指标 。 若 


if 


202 ARDE A a oc EE ON, BERR SS Hit. AAI AHL, SARA 组 和 恢复 


203 MBE Isc 与 对 照 组 相 比 显著 增加 了 ， 分 别提 高 了 157% Fl 128%; SARA 组 和 恢复 组 瘤 
204 BEX Gt 与 对 照 组 相 比 显著 增加 了 ， 分 别提 高 了 24% 和 20%; PD 显著 降低 了 ， 分 别 降低 


= 205 了 53% 和 38%; 瘤胃 上 皮 ARP 流速 对 照 组 显著 低 于 SARA 组 和 恢复 组 ， 恢 复 组 低 于 SARA 


= 206 ”组 ,但 差异 不 显著 ; 与 对 照 组 相 比 ，HRP 流速 SARA 组 和 恢复 组 分 别提 高 了 73% 和 68%. 


N 207 Penner 等 中 利用 Ussing chamber 系统 研究 了 轻微 的 SARA 在 短期 内 对 瘤胃 上 皮 屏 障 功 能 的 影 


208 ” 响 ， 结 果 表 明 Gt 升 高 。Klevenhusen 等 中 利用 Ussing chamber 系统 研究 了 高 谷物 饲 粮 对 山羊 


209 ， 瘤 骨 上 皮 通 透 性 的 影响 ， 结 果 发 现 ， 高 谷物 饲 粮 组 瘤胃 上 皮 Isc. Gt 和 HRP 浓度 与 对 照 组 


210 HEHE; Aschenbach 等 2 利用 Ussing chamber 系统 在 体外 条 件 下 研究 发 现 ，pH 为 
211 51 时 瘤胃 上 皮 Gt 增加 ，Isc PRK; Penner 等 四 利用 直接 灌注 葡萄 糖 的 方式 诱导 绵羊 发 生 


212 SARA, 结果 显示 瘤胃 上 皮 Gt 和 二 -甘露 醇 标记 的 同位 素 从 瘤胃 上 皮 浆 膜 侧 向 黏膜 测 的 流速 


213 ”增加 ，Isc 降低 ,瘤胃 上 皮 通 透 性 随 着 酸度 的 增加 而 增加 。 本 试验 结果 与 上 述 结果 部 分 一 致 ， 


214 ”说 明了 SARA 能 破坏 瘤 角 上 皮 的 完整 性 ， 使 瘤胃 上 皮 通 透 性 增加 ， 瘤 角 上 皮 的 屏障 功能 受 


215 {he 


216 4 4 论 


217 SARA 破坏 了 奶 山羊 瘤胃 上 皮 形 态 结构 的 完整 性 , 使 瘤胃 上 皮 通 透 性 增加 ， 导 致 瘤 角 上 


218 ” 皮 屏 障 功 能 长 期 受 损 。 
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CHENG Meng! YANG Shuqing” GAO Min? XIE Tianyu+ SUN Yanyong! HU 
Honglian*” 

(1. College of Animal Sciences, Inner Mongolia Agricultural University, Huhhot 010018, China; 2. 
Jiangsu Mengbili Biological Technology Co., Ltd., Changzhou 213100, China; 3. Institute of 
Animal Nutrition and Feed, Inner Mongolia Academy of Agricultural & Animal Husbandry 
Sciences, Hohhot 010031, China; 4. Inner Mongolia Holy Priest High-Tech Animal Husbandry 
Co., Ltd., Hohhot 010018, China) 

Abstract: The objective of this experiment was to study the effects of subacute ruminal acidosis 
(SARA) on ruminal epithelial morphology and permeability in dairy goats. Nine healthy lactating 
Saanen dairy goats with similar body weight were randomly divided into three groups (control 
group, SARA group and recovery group, n=3). Dairy goats in control group were fed a basal diet 
[non-fibre carbohydrates/neutral detergent fibre (none fiber carbon NFC/NDF)=1.40], those in 
SARA group and recovery group were fed experimental diets with different NFC/NDFs (1.40, 
1.79, 2.31 and 3.23 in order, each for 15 days), which gradually induced SARA, and those in 
recovery group were ad libitum fed green hay for 30 days after SARA. One of 3 goats in control 
group were slaughtered on days 30, 60 (together with 3 goats in SARA group) and 90 d of feeding 
(together with 3 goats in recovery group), respectively. Samples of the ruminal epithelium from 
ventral sac were collected to make paraffin section, observe under transmission electron 
microscope and do Ussing chamber analysis. The results showed as follows: 1) the results of 
histological slice revealed that the thickness of ruminal epithelial stratum corneum in SARA group 
was significantly higher than that in control and recovery groups (P<0.05), and recovery group 
was significantly lower than control group (P<0.05); the thickness of granulosum stratum in 
control group was significantly higher than that in SARA and recovery groups (P<0.05), but 
there was no significant difference between SARA group and recovery group (P>0.05); the 
thickness of spinosum stratum in three groups had no significant difference (P>0.05); the total 


thickness of the rumen epithelium in recovery group was significantly lower than that in control 


*Corresponding author, professor, E-mail: honglianhu2010@163.com (责任 编辑 EED) 
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and SARA group (P<0.05), but there was no significant difference between control and SARA 
groups (P>0.05). The results of transmission electron microscope showed rumen epithelial tight 
junction structure in SARA group was destroyed and intercellular space was increased, and 
spinosum stratum cell mitochondria was degraded and showed vacuoles. 2) Compared with 
control group, the short-circuit, tissue conductance and the flux rate of horseradish peroxidase of 
rumen epithelium in SARA and recovery groups were significantly increased (P<0.05), and 
potential difference was significantly decreased (P<0.05). In conclusion, SARA impairs the 
integrity of ruminal epithelial morphological structure in dairy goats, and causes an increase in 
ruminal epithelial permeability, which results in rumen epithelial barrier function long-term 
damage. 

Key words: subacute ruminal acidosis; rumen epithelium; morphology; ultramicrostructure; 


permeability 


